ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL

Facultad Ciencias de la Vida

Evaluacion in vivo de bioestimulantes en plantulas de

banano

PROYECTO INTEGRADOR
Previo la obtencidon del Titulo de:

Bidloga
Presentado por:

Arianna del Carmen Mite Suarez

GUAYAQUIL — ECUADOR
Ano: 2022



DEDICATORIA

El presente trabajo va dedicado en primer
lugar a Dios por permitirme llegar hasta
esta etapa de mi vida no solo con salud
sino en compafiia de los que mas quiero.
A mi familia, especialmente a mis padres
por sus consejos y apoyo incondicional, a
mis hermanas y demas familiares, por
motivarme y nunca dejar de creer en que
alcanzaria esta meta a pesar de que
desconocian exactamente de qué me
graduaria... LOS AMO

A Dan por siempre estar ahi, brindarme
su constante amor y confianza, apoyarme
en cada paso que doy y regresarme a
orbita cuando me descarrilo.

A una de las almas mas nobles, el cual la
vida me dio el privilegio de tenerlo como
abuelo, Papi Pepe, quien fijo ya celebro
en el cielo porque otra de sus
muchachitas lo logré.

A mis amigos y conocidos con los que
coincidi durante toda la etapa

universitaria.



AGRADECIMIENTOS

Primero agradecer a Dios por darme la sabiduria y
esfuerzo necesario para cumplir esta meta.
Agradecimiento total a CIBE por prestar sus
instalaciones para la elaboracion y ejecucion de cada
una de las fases que formé parte de este estudio.

Mi sincero agradecimiento a mi tutora, Patricia
Manzano Santana PhD., por la confianza brindada
desde mi periodo de pasante hasta el ultimo dia de la
realizacion de este trabajo, por las lecciones vy
consejos impartidos y mas que todo por la paciencia.
A Eduardo Sanchez Timm PhD., quien fue el otro
mentor de este estudio, por la confianza depositada y
facilidades brindadas durante la fase de evaluacion. A
cada uno de los analistas y tesistas de maestria del
laboratorio de Bioproductos, por las qguias,
ensefanzas, apoyo y amistad brindados desde el dia
1 que estuve en esa area, gracias por ayudarme a
despertar esa parte quimica/cientifica que estaba
dormida en mi.

A cada uno de los docentes que impartieron sus
conocimientos a lo largo de estos afios, estimulando
el interés a las distintas ramas que implica la Biologia.
Finalmente, a cada cliente de Playas que sin saberlo
alivianaron la carga economica que implicaba toda
esta travesia como estudiante de fuera de Guayaquil,
desde el dia 0 hasta el dia de hoy. Gracias por la
confianza y considerarnos para sus grandes o

pequenos eventos.

3



DECLARACION EXPRESA

“Los derechos de titularidad y explotacién, me(nos) corresponde conforme al reglamento
de propiedad intelectual de la institucidén; (nombre de los participantes) y doy(damos)
mi(nuestro) consentimiento para que la ESPOL realice la comunicacién publica de la obra
por cualquier medio con el fin de promover la consulta, difusién y uso publico de la
produccién intelectual”

N

K\\‘ L ANNo

A\ \! Q (‘) .

Arianna del Carmen Mite Suarez



EVALUADORES

Diego Arturo Gallardo Polit, MSc.

PROFESOR DE LA MATERIA

Patricia Firmado digitalmente

por Patricia Manzano

Manzano santana
Fecha: 2022.09.24

Santana 22:28:42 -0500'

Patricia Isabel Manzano Santana, PhD.
PROFESOR TUTOR



RESUMEN

Las exportaciones de banano en Ecuador anualmente muestran variaciones positivas de
hasta un 1.4%, que generan divisas economicas a nivel internacional, por lo que
actualmente este producto agricola es una de las principales potencias para el desarrollo
economico del pais. Debido a este consumo externo, productores locales se ven
obligados a mejorar la calidad de sus productos con la aplicacion de insumos quimicos,
los cuales causan dafios al medio ambiente, motivo que esta impulsando a la busqueda
de alternativas naturales que reemplacen a estos insumos de origen sintético.

El presente estudio elabor6 y evalud la actividad de dos bioproductos bioestimulantes
denominados como SM (solucion madre) y SU (solucion ulva), los cuales se hicieron
utilizando biomasa residual integrado con macroalgas marinas (Kappaphycus alvarezii y
Ulva lactuca) y la planta invasora de ecosistemas acuaticos Azolla filiculoides; |la fase de
evaluacion se realizo en plantulas de banano de variedad “Williams” durante un periodo
de 30 dias, considerando como control un producto comercial denominado SC, ademas
de tres variables fisicas: Altura de plantas, cantidad de clorofila y tamafio de raices,
obteniendo al finalizar el periodo de evaluacién 4.17+12.31 cm, 15.581£2.78 ICC, 6.40
2.45 cm, correspondientemente como los datos mas altos registrados. Las técnicas
analiticas que se emplearon en la caracterizacidén quimica de los bioproductos utilizados
en el ensayo mostraron que el bioproducto SM posee una mayor capacidad antioxidante
DPPH que SU y SC de (477.34 + 25.98; 203.45 + 7.5; 18.37 + 9.0 ymol/L EqTrolox/g),
polifenoles totales PT (737.89 + 10.64; 102.44 + 1.47; 227.04 £ 1.15 ug GAE/g) y de
flavonoides totales FT (236.78 + 7.96; 193.46 + 2.67; 62.89 + 3.10 ug QE/g), El analisis
de datos obtenidos de las distintas variables mostré a la SM como el mejor bioproducto
debido a que no solo contiene fitohormonas, sino también polifenoles, por lo que con
investigaciones futuras que incluyan ademas de la misma evaluacién a distintas
concentraciones de esta solucion en ambientes no controlados, también estudios in vivo
para estudiar el comportamiento de los tejidos vegetales frente a este bioproducto
permitiran garantizar la efectividad de este bioestimulante y colocarlo como nueva

alternativa organica dentro del mercado agricola ecuatoriano.

Palabras claves: bioestimulante, bioproducto. fitohormonas, polifenoles, trans zeatina



ABSTRACT

Annual banana exports in Ecuador show positive variations of up to 1.4%, which generate
foreign exchange at the international level, making this agricultural product one of the
main sources of economic development in the country. Due to this external consumption,
local producers are forced to improve the quality of their products with the application of
chemical inputs, which cause damage to the environment, a reason that is driving the
search for natural alternatives to replace these inputs of synthetic origin.

The present study elaborated and evaluated the activity of two biostimulant bioproducts
called SM (mother solution) and SU (Ulva solution), which were made using residual
biomass integrated with marine macroalgae (Kappaphycus alvarezii and Ulva lactuca)
and the invasive plant of aquatic ecosystems Azolla filiculoides; the evaluation phase was
carried out on banana seedlings of the "Williams" variety during a period of 30 days,
considering as a control a commercial product called SC, in addition to three physical
variables: Plant height, amount of chlorophyll and root size, obtained at the end of the
evaluation period 4. 17+12.31 cm, 15.5812.78 ICC, 6.40 + 2.45 cm, correspondingly, as
main dates. The analytical techniques used in the chemical characterization of the
bioproducts used in the trial showed that the bioproduct SM has a higher DPPH
antioxidant capacity than SU and SC of (477. 34 £ 25.98; 203.45+ 7.5; 18.37 + 9.0 umol/L
EqTrolox/g), total polyphenols PT (737.89 £ 10.64; 102.44 + 1.47; 227.04 + 1.15 ug
GAE/g) and total flavonoids FT (236.78 + 7.96; 193.46 + 2.67; 62.89 £ 3. 10 ug QE/g).
The analysis of data obtained from the different variables showed SM as the best
bioproduct because it contains not only phytohormones, but also polyphenols, so that
future research that includes not only the same evaluation at different concentrations of
this solution in uncontrolled environments, but also in vivo studies to study the behavior
of plant tissues against this bioproduct will guarantee the effectiveness of this biostimulant

and place it as a new organic alternative in the Ecuadorian agricultural market.

Key words: biostimulant, bioproduct, phytohormones, polyphenols, trans zeatin
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Una de las actividades de gran relevancia que ha sido realizada por afos en Ecuador,
es la agricultura, de donde destaca al sector bananero como una de las grandes
potencias con respecto al desarrollo econémico del pais, al generar plazas de
empleo principalmente en la region costera; ademas de ser uno de los principales
productos de exportacion (Sanchez, Vayas , Mayorga, & Freire, 2020). Segun datos
revelados por el Banco Central (MCE, 2017), el cultivo de banano representa el 2%
del PIB (Producto Interno Bruto) general y aproximadamente el 35% del PIB agricola.
Otro de los productos mas significativos para la economia del pais es el cacao,
mismo que a partir de los afios 80 ha generado importantes divisas, siendo el quinto
producto mas exportado dentro de exportaciones no petroleras, convirtiendo a
Ecuador en el principal exportador mundial de cacao fino y de aroma (Lopez
Guerrero , 2015).

Para el afio 2020 (INEC - ESPAC, Encuesta de Superficie y Produccién Agropecuaria
Continua 2020, 2021) se reporté 165.080 ha de superficie plantada de banano a nivel
nacional, encontrandose mayor concentracion en las provincias de Los Rios
(33.83%), Guayas (25.52%) y El Oro (26.30%), mientras que la plantacién de cacao
a nivel nacional en el mismo afio ocupaba 590.579 ha, de igual forma la provincia de
Los Rios tenia la mayor concentracion de produccion con el 22.68%, seguido de

Guayas y Manabi con el 19.57% y 19.10% respectivamente.

Inducidos por la alta demanda de consumo externo, los productores se ven obligados
a perfeccionar la calidad de sus productos, apoyandose de medios que permitan
optimizar sus cosechas (Chéez Guaranda, 2012), para el afio 2020 el 56.8% de la
superficie con cultivos permanentes (banano, cacao, entre otros) se aplicaron
insumos de sintesis quimica, mientras que en el 3% del area cultivada se usaron
unicamente insumos organicos (INEC - ESPAC, 2021). De todos estos plaguicidas
y/o fertilizantes, el 35.66% de productores priorizan la efectividad dejando el costo
que estos productos puedan tener como segundo plano al momento de realizar la
compra (INEC I. N., 2015).



Para el 2021 se report6 una certificacion de aproximadamente 300.000 toneladas de
cacao en grano, mismos de donde se derivan distintos productos o subproductos
que seran de exportacion, incluido cascara y cascarilla de cacao (AGROCALIDAD,
2021), estos residuos organicos algunos paises suelen aprovecharlos como materia
prima dado la cantidad de nutrientes como vitaminas y minerales, ademas de las

propiedades que posee (Vélez, Gafan, Severiche, Hincapie, & Restrepo, 2009).

Martillo Aseffe y otros (2019), en su estudio reportaron que para el afio 2019 se
estimo un volumen solo de tusas aproximado de 0.878 tm/ha por cosecha, mientras
que para 2020 se generaron entre 16 a 30 quintales de residuos de maiz (Guamingo
Rojas & Loor Alban, 2020), mismos que suelen ser quemados como método para
eliminarlos, contribuyendo a la generacion de gases de efecto invernadero como
metano y acido nitroso (INEC - ESPAC, 2021; Delgado, Navarrete, Nole, &
Hernandez , 2020).

Ante la problematica ambiental, la agroindustria se ve forzada a buscar alternativas
naturales que reemplacen a los insumos de origen sintético en las mejoras de
cultivos, es por ello que a partir de 1980 se da el expendio de aplicar extractos de
algas marinas en el sector comercial agricola (Craige, 2011), alcanzando
actualmente mas del 33% del mercado a nivel mundial de bioestimulantes vegetales
(ElI' Boukhari, Barakate, Bouhia, & Lyamlouli, 2020) por ser considerados como
insumos ecoldgicos, biodegradables, no son toxicos y lo mas importante, son
seguros tanto para la salud animal como humana (Espinoza Antén, Hernandez
Herrera, & Gonzalez Gonzalez, 2020). Debido a su composicion quimica, los
extractos de algas dia a dia estan generando gran interés en el mercado agricola,
entre los que se han identificado citoquininas, auxinas, acido abscisico, giberelinas,
acido salicilico, poliaminas y etileno, mismas que al ser combinadas ofrecen grandes
beneficios a las plantas (Espinoza Antén, Hernandez Herrera, & Gonzalez Gonzalez,
2020). Castro Gonzélez y otros (1996) resaltan que también posee ademas de

carbohidratos, su alto contenido de minerales como calcio, hierro, fosforo y cloro.



Actualmente se han identificado aproximadamente 10.000 especies de macroalgas,
las cuales se han clasificado en el phylum Hetrokontophyta, phylum Rhodophytay el
phylum Chlorophyta (Suarez , Daranas, & Alfonso, 2015). En su estudio realizado en
Ecuador, Rubira Carvache (2012) identific6 21 especies de algas marinas
bentonicas, correspondientes a las divisiones Chlorophyta, Rodophyta,
Heterocontonphytas, sin embargo, los estudios ficoldgicos en el pais son deficientes
(Sanchez & Torres, 2021).

Siguiendo la linea natural de alternativas de insumos agricolas, se encuentra el
helecho Azolla, perteneciente a la familia Salviniaceae; agrupa especies como A.
filiculoides, A. microphylla, A. caroliniana, A. pinnata (Gonzalez Garcia & Suarez
Hernandez, 1998). Este helecho es muy usado en el area agricola, debido a la alta
capacidad que posee para fijar nitrogeno, 30 — 60 Kg N ha™! (Ripley , Kiguli, Barker,
& Grobbelaar, 2003), ademas es capaz de incrementar la toma de nutrientes y
elementos como calcio, magnesio y potasio (Awodun, 2008). Entre sus componentes
encontramos fitohormonas como auxinas, citoquininas y giberelinas, aminoacidos
esenciales, proteinas y vitaminas, de modo que permite mejorar el rendimiento de
cultivos (Shaltout, EI-Komi, & Eid, 2013; Bindhu, 2013).

1.1 Descripcion del problema
Debido a un anormal desarrollo en los cultivos de banano causado por nematodos,

existiendo mas de 30 especies asociados a estos dafios, en Ecuador ya se han
reportado pérdidas anuales de hasta 19.7% en cosechas (Cedefio Franco, 2017),
y como una de las medidas usadas para su control, es la aplicacién de
nematicidas quimicos, mismos que ademas de ser costosos también son

altamente contaminante con el medio ambiente (Espinoza Chunzo, 2017).

Montatixe Sanchez & Eche Enriquez (2020) mencionan que la degradacién del
suelo no solo puede darse por eventos climaticos extremos y persistentes, sino
también por el entorno humano con la actividad agricola, producto de malas
practicas culturales donde se destaca el uso desmesurado de fertilizantes,

pesticidas y equipos agricolas.



Es importante mencionar que en la industria cacaotera, las semillas de cacao
pasan por un proceso de secado, fermentado y tostado, y como residuo se obtiene
una biomasa sub utilizada conocida como cascarilla (Teneda Llerena, Guaman
Guevara, & Oyaque Mora, 2019), el cual representa aproximadamente 12% del
peso de la semilla, por lo que a nivel nacional se genera un aproximado de 41 mil
toneladas métricas anuales de este tipo de desechos (Vivanco Carpio , Matute
Castro, & Campo Fernandez , 2017). Sin embargo, por desconocimiento de
productores locales, estos residuos terminan siendo desechados en botaderos
generando problemas ambientales (Hernandez Pereira , 2015) por los olores
fétidos que emiten en su proceso de descomposicion o simplemente son

incinerados (Teneda Llerena, Guaman Guevara, & Oyaque Mora, 2019).

Para el afio 2016 (Gavilanes - Teran, y otros, 2017) reportaron que en las
procesadoras de maiz se producian alrededor de 55% de residuos considerando
una relacion producto — residuo; mismos que suelen ser quemados o depositados
en botaderos a cielo abierto, superficies de terrenos secos o vacios (Riera ,
Maldonado, & Palma, 2018).

En Ecuador, los datos de un aprovechamiento eficiente de los residuos que se
generan ya sean en procesos agroindustriales o de pérdidas en postcosecha, son
nulos, debido a la escasez de conocimiento del valor que estos residuos puedan
aportar (Penafiel Acosta, Brito Zufiga, Mufioz Shuguli, Zabala Pefiafiel , & Chafla
Moina, 2015). Entre las propiedades que se le otorgan a esta biomasa, resalta su
capacidad antioxidante y baja toxicidad, gracias al contenido de polifenoles que
posee, siendo de gran interés los flavonoides como catequina (37%), antocianinas
(4%), procianidinas (58%) (Negaresh & Marin, 2013); los taninos, antocianinas y
proantocianidinas también forman parte de compuestos que otorgan dicha
capacidad antioxidante a la cascarilla de cacao (Jokic, Tanja , Knez, Subaric, &
Skerget, 2018). En su estudio Manzano P. y otros (2017) reportaron un contenido
total de polifenoles de 6.04 + 0.12 mg GAE/g. Mientras que, Ordonez y otros
(2019), midieron la capacidad antioxidante frente al radical DPPH, registrando un
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valor IC50 de 7.04 + 0.02 mg/mL, valor que puede variar considerando el tostado

y fermentacién del grano.

Por otro lado, y siguiendo la linea de bioinsumos para la agricultura, existen
evidencias cientificas que corroboran la accidn estimulante de los extractos de
algas marinas en la germinacién de semillas, vigor de plantulas, crecimiento y
morfologia de raices, rendimiento de cultivos y calidad nutricional de productos
comestibles (Khan, y otros, 2009). Sin embargo, debido a la complejidad de los
compuestos bioactivos que los conforman, los mecanismos de accion de estos
sobre plantas no estan totalmente claros (Espinoza Antén, Hernandez Herrera, &

Gonzalez Gonzalez, 2020).

A partir del ano 1982, la presencia de macrofitas en cuerpos de agua ha ido en
aumento, usandose especialmente de forma ornamental (Teniente, 2020).

Debido a su rapida reproduccion, la irrupcién de especie macrdfitas invasoras
como por ejemplo Azolla sp., se han convertido en una amenaza para lagos
neotropicales poco profundos (Salgado, y otros, 2019). Entre los efectos esta la
reduccién en la supervivencia de especies acuaticas, disminucion de la calidad de
agua, obstruccion de la navegacion (Gopal, 1987). En su trabajo, Teniente (2020)
cita las palabras de Carlos Sanchez, presidente de Fundacion Naturaleza y
Hombre, quien indica que “estos helechos impiden que los rayos de luz penetren
hasta la profundidad, ademas aportan materia organica en grandes cantidades

provocando asi una deficiencia de oxigeno”.

1.2 Justificaciéon del problema
Con el fin de optimizar los cultivos e impulsados por el acelerado deterioro de los

agroecosistemas en las ultimas décadas, se ha buscado formular y obtener
nuevos y mejores productos (Espinoza Anton, Hernandez Herrera, & Gonzélez
Gonzalez, 2020), obtenidos de materias primas locales que estimulen el

crecimiento de plantas (Calvo Velez, Nelson, & Kloepper, 2014).



Dentro del grupo de fitohormonas que las plantas sintetizan de forma natural se
encuentran las citoquininas (Chong, 1998), mismas que ademas de promover el
crecimiento vegetal, también promueven la division, multiplicacion y diferenciaciéon
celular (Flores & Pereira, 2008). La trans zeatina es una citoquinina presente en
hojas, granos y tusa de Zea Mays (Letham, 1973). Entre los resultados obtenidos
en su trabajo para las muestras secas de tusa, Chéez Guaranda (2012) reporté
una concentracion de trans zeatina promedio de 0.176 mg/g, valor que supera la
concentracién de esta fitohormona en otros bioinsumos; por lo que se recalca la
importancia de utilizar extractos provenientes de estos residuos en nuevas

formulaciones.

Las cascaras de cacao contienen altos niveles de carbohidratos, fibra, proteinas,
pectinas y compuestos bioactivos entre los que destacan polifenoles y
carotenoides (Pérez Layton & Pulido Molano, 2014; Villamizar Jaimes & Lopez
Giraldo, 2017), Hernandez (2015) reportd que por cada 9 kg de cascarilla de cacao
se obtiene un rendimiento de 1 kg de polifenol, lo cual representa el 11% en peso,
pero debido al desecho de estos residuos, se desaprovechan las propiedades
antioxidantes naturales capaces de inactivar radicales libres, previniendo
enfermedades degenerativas, diversos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, etc. (Teneda Llerena, Guaman Guevara, & Oyaque Mora, 2019;

Barazarte, Sangronis, & Unai, 2008).

En su estudio, Fayaz y otros (2005) describen a la especie Kappaphycus alvarezii,
como rica en proteinas (16.24% p/p) con una alta cantidad de fibra (29.40% p/p)
y carbohidratos (27.4% p/p), como fuente de minerales como son calcio, hierro y
zinc (0.16%, 0.033% y 0.016% respectivamente), ademas que un 44.50% de su
contenido total corresponde a acidos grasos insaturados y el 37.0% corresponde
a acidos grasos saturados. Espinoza y otros (2020) senalan que entre los
beneficios estimulantes que se pueden obtener de los extractos de algas marinas
estan: Germinacion de semillas, vigorosidad de plantulas, crecimiento y
morfologia de raices, madurez de frutos, provecho de cultivos y calidad nutricional
de productos.



La especie Azolla sp posee una composicion quimica, capaz de ofrecer
propiedades nematicidas una vez descompuesta (Castro Alvarez, y otros, 2007).
Segun (Misha, Singh, Mishra, & Shashi, 2013), la Azolla contiene entre un 4y 5%
de nitrogeno en materia seca y un 0.2 y 0.4% de N en material humedo, ademas
en forma de biofertilizante puede contribuir con grandes cantidades de
macronutrientes como P, K, S, Zn, Fe, Mb y otros micronutrientes. Por los
beneficios anteriormente mencionados, hacen que la aplicacién de Azolla como
biofertilizante, se aumente rendimiento de cultivos y a la vez se reduzcan costos
(Wagner, 1997). Otra especie de alga, Ulva lactuca contiene componentes
bioactivos como acido ascoérbico, betaina, glutation y prolina, mismos que pueden
participar potencialmente en el alivio del estrés por salinidad (Ibrahim, Hemida, &
Sayed, 2014); sin embargo, los antecedentes de la aplicacién de estas especies

como materia prima para productos agricolas son pocos.

Por lo anteriormente expuesto, debida a la falta de informacién acerca de los
beneficios que se pueden adquirir de lo que la sociedad considera desechos, para
el caso de la cascarilla de cacao y la tusa del maiz, éstos estan siendo totalmente
desperdiciados, lo contrario sucede con las algas y azolla; los cuales actualmente
ya estan siendo aprovechados en areas como biotecnoldgicas, farmaceéuticas o
alimenticias, pero con un grado de deficiencia en el area agricola. Asi con el
presente trabajo ofrecer una nueva alternativa en el mercado de bioestimulantes

en Ecuador.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Evaluar la efectividad de bioestimulantes elaborados a partir de extractos
acuosos de Azolla sp, Ulva lactuca, Kappaphycus alvarezii, enriquecidos
con polifenoles obtenidos de la cascarilla de cacao y trans zeatina
proveniente de la tusa de Zea mays, mediante la aplicacion a plantulas de
banano de variedad Williams para disminuir el uso de agroquimicos en

plantaciones desde su etapa inicial.
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1.3.2 Objetivos Especificos

1. Seleccionar métodos de extraccion de los compuestos bioactivos
presentes en cascarilla de cacao, Ulva lactuca, K. alvarezii, Azolla sp., tusa
de Z. mays para el disefio de los productos bioetimulantes.

2. Analizar la variacion de las plantulas bajo la aplicacion de los productos
bioestimulantes mediante la medicion de las variables fisiologicas,
quimicas y bioquimicas de las plantulas de banano durante 30 dias en
invernadero, tales como: altura, tamano de raices, clorofila, actividad
antioxidante y cantidad de flavonoides.

3. Caracterizar los productos bioestimulantes obtenidos mediante métodos
espectroscopicos y electroforéticos en las mediciones de la actividad
antioxidante DPPH, cantidad de polifenoles y flavonoides en los productos

para garantizar las propiedades de estos.

1.4 Marco tedrico
1.4.1 Bioestimulantes

Actualmente existen varias definiciones para bioestimulante, ya que dependera
de su origen, funcionamiento y mecanismo (Barragan Lucas, Van Den Hende,
Sanchez - Timm, Astudillo Ochoa, & Manzano Santana, 2020). Segun lo revisado
por du Jardin (2015) este indica que una de las primeras definiciones propuestas
para bioestimulantes se las acufia a Zhang y Schmidt, quienes lo definieron como
“‘materiales que en minimas cantidades son capaces de promover el crecimiento
de plantas”, sin descartar esta definicion, Kauffman y otros (2007) recalcan que
este compuesto no es un fertilizante, ademas de que los clasificaron de acuerdo
a su fuente y contenido: Sustancias humicas, productos que contienen hormonas

y productos que contienen aminoacidos.

En su estudio Alban (2014) cita a Futureco, quien sostiene a los bioestimulantes
como sustancias organicas que en su mayoria se derivan de materiales

vegetales, en forma de extractos, algas marinas entre otros, garantizando asi una
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alta concentraciéon de aminoacidos utiles y una relacién equilibrada de nutrientes

acorde con las necesidades de las plantas.

La UE (2019) clasifica a los bioestimulantes como sustancias naturales bioactivas
englobando a: acidos humicos y fulvicos, hidrolizados de proteinas animales y
vegetales, extractos de macroalgas marinas y silicio, asi como microorganismos
benéficos: hongos micorrizicos arbusculares y bacterias fijadoras de N
(Rhizobium, Azobacter y Azospirillum) (Colla & Rouphael, 2020)

Galan (2018) indica previo al trasplante de las plantulas a campos definitivos, es
necesario pasar por una fase de enraizamiento, aclimatacion o endurecimiento
en vivero. Durante esta etapa el uso de bioestimulantes es considerado esencial
para incrementar el crecimiento de la plantula, asi como su capacidad adaptativa
al estrés y supervivencia en campo (Cedefio Garcia, Velazquez Cedeio, Avellan

Cedefio, Cargua Chavez, & Lépez Alava, 2021).

1.4.2 Bioestimulantes de macroalgas

Hoy en dia la aplicacion de mezclas de sustancias y/o organismos esta en auge,
debido a que favorece el uso eficiente de nutrientes, promueve la tolerancia de
plantas bajo condiciones de estrés, entre otros (Mendoza Morales, Mendoza
Gonzalez, Mateo Cid, & Rodriguez Dorantes, 2019). Algas como Ascophyllum
nodosum es una de las mas usadas en la fabricacion de productos agricolas,
debido a su alto contenido de compuestos bioactivos (Sharma , Fleming, Selby,
Rao, & Martin, 2014) y amplio espectro de respuesta positiva que han tenido las

plantas (Espinoza Antén, Hernandez Herrera, & Gonzalez Gonzalez, 2020).

Entre los compuestos bioactivos mayormente identificados en las algas estan las
citoquininas, auxinas, acido abscisico, giberelinas, acido salicilico, poliaminas y
etileno, destacando de ellas las citoquininas y auxinas (Craige, 2011; (Wally, y
otros, 2013). Ademas de nutrientes minerales como potasio, nitrégeno,
magnesio, calcio y sodio (Hernandez - Herrera, Santacruz - Ruvalcaba, Ruiz -
Lépez, Norrie, & Hernandez - Carmona, 2014), micronutrientes y vitaminas, que
en conjunto pueden mejorar la capacidad de retencion de agua en las plantas,
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ademas de optimizar el crecimiento de microbios benéficos del suelo,
garantizando asi un mejor desarrollo radicular, mejor absorcion de nutrientes por
las raices, rendimiento en formacion de frutos y defensa contra plagas,

enfermedades y microorganismos (Salehi, y otros, 2019; (Patel, Pandya, Jasrai,
& Brahmbhatt, 2017).

1.4.3 Fitohormonas

A nivel interno las plantas producen un biocompuesto activo conocido como
hormona vegetal o fitohormona, el cual opera a bajos niveles, ejerciendo un
principal efecto en las células siendo que es capaz de alterar los patrones de
desarrollo de las plantas (RedAgricola, 2017).
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Alcantara Cortés y otros (2019) las clasificaron en auxinas, acidos giberelicos,

citoquininas, acido abscisico, acido salicilico, poliaminas, acido jasmonico y

derivados, brasinoesteroides, etileno y estrigolactonas (Figura 1.1).
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Figura 1.1.- Fitohormonas vegetales mas comunes en la naturaleza. (Alcantara
Cortés, Acero Godoy, Alcantara Cortés , & Sanchez Mora, 2019)

1.4.3.1 Auxinas
Consideradas como hormonas de crecimiento, debido a que estimulan el
crecimiento incitados por estimulos de luz o gravedad (Zhao, 2010), participan

durante todo el ciclo de vida la planta y se distribuyen diferencialmente dentro
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de los tejidos dando origen a distintos procesos morfogenéticos (Garay Arroyo,
De la Paz Sanchez, Garcia - Ponce, Alvarez - Buylla, & Gutiérrez C., 2014),
son capaces de estimular la diferenciacién del xilema y el floema, ademas del
desarrollo de estructuras florales. Otra funcionalidad es de conservar la
dominancia apical, retardan la senescencia de las hojas y madurez de frutos,
e impulsan la produccién de etileno y enraizamiento. (Alban Cardenas, 2014)
Se ha identificado cuatro auxinas que las plantas sintetizan de forma natural:
Acido indolacético (AIA), acido indol-3-butirico (IBA), acido 4-cloroindol-3-
aceético (4-Cl-AlA) y acido fenilacético (PAA) (Vega - Celedon, Canchignia

Marinez, Gonzalez , & Seeger, 2016).

El acido indolacético es la auxina de mayor importancia, y la que se encuentra
en mayor cantidad en las plantas, debido a que tiene profundos efectos en el

proceso de desarrollo de las plantas (Zhao, 2010)

1.4.3.2 Acido abscisico
Comunmente denominado ABA, es capaz de privar e intervenir en ciertos

procesos vegetales que por lo general se dan de forma natural (Alcantara
Cortés, Acero Godoy, Alcantara Cortés , & Sanchez Mora, 2019). Se deriva de
carotenoides y se sintetiza en los cloroplastos, por lo que es desde estos
organelos donde se manifiestan indicios de estrés abidtico y se producen
sefales de proteccidon a todas las células de la planta, activando asi
mecanismos de defensa (RedAgricola, 2017). Esta inmersa en procesos de
regulacion génica, fomento de senescencia y maduraciéon del embrién vegetal
(Colebrook , Thomas , Phillips , & Hedden, 2014). Alcantara y otros (2019),
recalcan que altos niveles de esta fitohormona pueden originar una mala

formacioén en la planta.

1.4.3.3 Citoquininas
Se derivan de la adenina, Alcantara Cortés y otros (2019) indican que estas

fitohormonas poseen la capacidad de estimular e incitar una alta proliferacion
y division celular, la elongacion de raices se da por su estimulo, asi como la

activacion de senescencia de hojas. Se la encuentra desde la raiz hasta las
12



partes aéreas de la planta (Yong, Ge, Yan Fei, & Ngin Tan, 2009). Se moviliza
por toda la planta a través de la savia conducidos por el xilema (Meléndez
Cerezo, 2021).

Trans zeatina: Choez Guaranda (2012), cita que la trans zeatina es una
citoquinina natural que se aisla de las plantas y presenta grandes utilidades
para la agricultura ya que estimula ciertas funciones de la célula vegetal. Fue

la primera citoquinina de origen vegetal identificada por Letham.

1.4.3.4 Giberelinas
También conocidos como acidos giberélicos, descubiertas cuando se

evaluaban fitopatologias relacionadas con arroz. Relacionada con el constante
crecimiento de tejidos vegetales, como pueden ser hojas, raices, en floracién
y otros procesos. Relevante para el desarrollo temprano de embriones
(Alcantara Cortés, Acero Godoy, Alcantara Cortés , & Sanchez Mora, 2019).

1.4.4 Bioinsumos con extractos naturales

Hoy en dia es posible hallar distintos productos que incluyan entre sus
componentes distintas hormonas que no superan el 0.1g/l, junto a azucares,
vitaminas, minerales, aminoacidos, de igual forma en pequefas cantidades
(RedAgricola, 2017).

Entre los beneficios que se obtienen al usar estos compuestos con ingredientes
naturales destacan una mejor absorcion, traslocacién de nutrientes, aumento de
resistencia frente a estrés o enfermedades y mas vida postcosecha (RedAgricola,
2017; (Vera, Castro, Gonzalez, & Moenne, 2011)

El bioinsumo comercial usado para el presente trabajo corresponde a Evergreen
de la empresa AGRIPAC, un fertilizante foliar que segun Agrizon (2022) actua
como promotor de crecimiento y madurez de los cultivos tratados, promueve el
incremento en vigor de plantas tratadas, ademas de estimular precocidad, por lo

que el ciclo del cultivo en 3 a 8 dias, esto ultimo dependera del cultivo y las

13



condiciones ambientales. Otro de los beneficios que ofrece este producto es
incrementar el rendimiento en peso y calidad a la cosecha, ya que aumenta los
sélidos solubles en cultivos como cafia de azucar, maracuya, uvas, fresas, etc. Su
composicién quimica es: Nitrégeno 7.77%% plv, fésforo (P,05) 9.98% plv, potasio
(K,0) 8.33% p/v, Manganeso (Mn) 0.01% p/v, Zinc (Zn) 0.01% p/v, acido humico
0.59% plv, auxinas 5.20 ppm, giberelinas 0.36 ppm, citoquininas 210 ppm, como
tal contiene 22 nutrientes: siete macronutrientes y reguladores del crecimiento de
las plantas, ocho micronutrientes y siete vitaminas, todos pertenecen a extractos
de plantas naturales (AGRIPAC, 2021).

1.4.5 K. alvarezzi en agricultura

La especie Kappaphycus alvarezii es una macroalga del filo Rhodophyta, usada a
nivel mundial para la extraccion de carragenina, hidrocoloide de aplicacion
industrial, debido a su alta cantidad en biocompuestos es de gran interés en el

area biotecnolégica (da Cruz Suzart & do Amaral Vendramini, 2021).

Rani Juneius y otros (2018) entre los compuestos que han identificado del extracto
a marino de K. alvarezii detalla 3% de NPK, 0.9% de Ca + Mg + Zn, 1.88% de
aminoacidos + acido fulvico + acido humico y 0.5% de citoquininas + acido alginico

+ matinol + giberelinas.

Entre los trabajos citados por Espinoza y otros (2020) acerca de los efectos
positivos de extractos de macroalgas en la absorcion y provecho de macro y
micronutrientes en distintas variedades agricolas sembradas en invernadero
encontramos el de Karthikeyan y Shanmugam (2014) los cuales aplicaron
foliarmente un producto comercial que contenia extracto de K. alvarezii al 3er, 5to
y 7mo mes de plantadas a cuatro variedades evaluadas de Musa sp, obteniendo
como resultado una mayor concentracion (100 mg/g) de K, Ca, Fe y P en las frutas

de plantas tratadas con respecto al control.
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1.4.6 Ulva Lactuca en agricultura

Los componentes bioactivos en los extractos de U. Lactuca como acido ascorbico,
la betaina, el glutation y la prolina podrian participar potencialmente en el alivio
del estrés por salinidad (Ibrahim, Ali, Hemida, & Sayed, 2014).

1.4.7 Zea Mays: Tusa y aplicaciones

Una de las aplicaciones que se le ha dado a la tusa es explotar su potencial como
combustible energético (Cassesus, Ambriz Pérez, & Santos Ballardo, 2021),
también permite reducir el color de aguas residuales, entre otros .Entre sus
componentes encontramos nutrientes como P, K, Ca y M (James Rivas, y otros,
2021), ademas, segun Cérdoba y otros (2013), es uno de los productos agricolas
con mayor cantidad de hemicelulosa (12.4%), ademas posee celulosa 30 — 50%
y lignina 4.5 -18.8%.

1.4.8 Azolla sp

La Azolla filiculoides Lam. es un helecho acuatico que posee la capacidad de fijar
nitrogeno al entrar en simbiosis con cianobacterias, especialmente con Anabaena
(Aldas Jarrin , y otros, 2016).

La composicion quimica de Azolla, se ha reportado 28% de proteinas, gran fuente
d aminoacidos como el acido aspartico y glutaminico en un 60%, el porcentaje de
nitrdgeno en la planta dependera si es muestra fresca o seca, abarcando entre un
0.2 y 5% (Méndez Martinez , Pérez Tamames, Reyes Pérez, & Puente Jiménez,
2018; Wagner, 1997).

1.4.9 Cascara de cacao: Aplicaciones

Castro y otros (2016), en su estudio reportaron que la cantidad de polifenoles
presentes en granos de cacao con grasa era de 5.39% y sin grasa de 6.26%,
ademas de presentar una alta capacidad antioxidante. Por su parte Manzano y
otros (2017) reportaron una cantidad total de polifenoles de 6.04 + 0.12 mg GAE/g.
Entre los principales componentes de los granos de cacao estan: Agua, grasa,

compuestos fenolicos, materia nitrogenada (proteinas y purinas), almidon y otros
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carbohidratos (Barazarte, Sangronis, & Unai, 2008; Villamizar Jaimes & Lépez
Giraldo, 2017; Castro , y otros, 2016).

Entre los usos que se le ha dado a la cascarilla de cacao se puede mencionar
compostaje, alimento para ganado, infusidn en bebidas como medida de
prevencion para enfermedades degenerativas. Sin embargo, el alto contenido de
teobromina hace que la cascarilla se vaya acumulando, generando asi una
problematica mas grave que afecta a productores directamente, dado que se
convierte en foco de propagacion de Phytophora spp (Barazarte, Sangronis, &
Unai, 2008; Guerrero, Suarez, & Orozco, 2017).

1.4.10 Banano variedad Williams

Considerada como la reina de las frutas tropicales, las plantas de banano (Musa
Sp) poseen un alto valor nutricional (Badguiar, Pujari , & Patil , 2009). La musacea
de variedad Williams posee caracteristicas de cultivo diferentes, por lo que se
obtiene una alta produccion y calidad en su fruto. Entre sus caracteristicas
fisiologicas resalta su pseudotallo vigoroso y amplio sistema radicular, por lo que
presenta una gran resistencia a fuertes vientos, adaptabilidad a condiciones
extremas ya sea en clima, suelo y agua. De gran importancia para el pais, por ser

uno de los principales productos de exportacién (INEC, 2012)

1.4.11 Polifenoles

La generacion de radicales libres esta estrechamente relacionada con la oxidacién
de lipidos y sustancias biologicas (Sanchez Moreno, 2002). Los polifenoles
presentan una alta capacidad antioxidante, misma que inhiben la descomposicion
de ciertas sustancias, reducen el estrés oxidativo e impiden el envejecimiento
celular (Sindhi, y otros, 2013), por lo que actualmente el interés por investigar
polifenoles de fuentes vegetales ha crecido. Los radicales libres son moléculas o
fragmentos de moléculas que se identifican por ostentar uno o mas electrones
separados en su orbital externo, situacion que los hace potencialmente reactivos

(Guija Poma, Inocente Camones, Ponce Pardo, & Zarzosa Norabuena, 2015).
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1.4.12 Determinacion de polifenoles y flavonoides totales

El contenido de fenoles, flavonoides y taninos puede ser medido usando ensayos
que permiten cuantificar el contenido total de polifenoles (CPT) y el contenido total
de flavonoides (CFT) (Zhong, y otros, 2020). Uno de los ensayos de captacion de
radicales libres es el de polifenoles totales por el reactivo Folin Ciocalteu
(Mendoza Isaza, Hoyos Arbelaéz, & Pelaez Jaramillo, 2020). Esta reaccion
colorimétrica usada en el método espectrofotométrico UV/VIS (Pelozo de Godoy,
Carvalho Cardoso, & Palazzo de Mello, 2008), se caracteriza por formar un
complejo azul (Schofield, Mbugua, & Pell, 2001), en donde la maxima absorcién
dependera de la solucion alcalina y la concentracién de compuestos fendlicos
(Blainski , Cristiny Lopes, & Palazzo de Mello, 2013). Para evitar la turbidez de la
solucion, el reactivo Folin-Ciocalteu posee sales de litio (Folin & Ciocalteu, 1927).
Los flavonoides poseen una alta actividad antioxidante. Para cuantificar
flavonoides totales puede realizarse por medio de cromatografia de capa fina,
cromatografia de gases, cromatografia liquida de alta eficiencia y
espectrofotometria. El reactivo usado para el ultimo método es la quercetina

(Casanova Venegas, 2012)

1.4.13 Actividad antioxidante DPPH

Uno de los métodos validos y mas faciles comun para medir la capacidad
antioxidante de los compuestos bioactivos es el ensayo DPPH, el cual usa el
radical libre 2,2 — difenil — 1- picrilhidrazilo, de donde se deriva su nombre comun
DPPH (Villafio, Fernandez Pachén, Moya, Troncoso, & Garcia Parrilla, 2007). Este
radical libre es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes mediante
un proceso que se caracteriza por la cesidon de un atomo de hidrogeno
proporcionado por el agente antioxidante (Guija Poma, Inocente Camones, Ponce
Pardo, & Zarzosa Norabuena, 2015). Este ensayo es usado para evaluar la
captacion de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) o de transferencia de
un solo electrén (SET) de moléculas bioactivas (Yeo & Shahidi, 2019). La adicién
de un antioxidante da como resultado una baja de la absorbancia proporcional a
la concentracién y la accion antioxidante del propio compuesto (Brand Williams,

Cuvelier, & Berset, 1995).
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CAPITULO 2

2 METODOLOGIA

2.1 Area de estudio
Todo el proceso tanto de experimentacidon como de evaluacidon del presente estudio

fueron realizados en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
(CIBE), en las areas a Bioprocesos y bioproductos, y en el invernadero de Cultivo de
tejidos, mismas que corresponden a la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL), ubicado en el km. 30.5 de la via Perimetral en la ciudad de Guayaquil,
Ecuador.

2.2 Descripcion del proceso
Para la realizacion del presente estudio y con fin de cumplir cada uno de los

objetivos propuestos, las actividades realizadas se resumen en la figura 2.1.

Obtencion de
extractos de K.
alvarezii, U.
lactuca y Azolla

. sp.
Procesamiento S o Periodo de
Recoleccién de polifenoles Elaboracién de Aplicacién ___, | evaluacion
de materia provenientesde *  productos foliara durante 30
prima |la cascarillade plantulas dias
| cacao l l
— Caracterizaciéon I S
Aislamiento de quimica | Medicién de
trans zeatina a mediante variables:
zartlr de la tusa pruepasl ‘ - Altura
e Z. mays. | colorimétricas ~ clorofila
- Tamanode
raices

Figura 2.1.- Diagrama del proceso de elaboracién y aplicacion de bioestimulantes a plantulas de
banano variedad “Williams
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2.2.1 Equipos y reactivo

2.2.1.1 Equipos
Secado o extraccion de muestras se realizaron en una estufa marca

Quimis.

Pesado de muestras y reactivos se utilizé una balanza analitica marca

Isolab con capacidad maxima de 220g.

Para la trituracion de muestras secas se utilizé un molinillo de café marca

Daewoo

El almacenamiento de los extractos acuosos preparados se llevé a cabo
en una refrigeradora marca DUREX modelo RDE3110YBE1.

El rotovaporador utilizado en el presente trabajo es marca Heidolph,
Laborota 4100 series. Adicional para realizar la agitacion de las
muestras en maceracion, se utilizd una Zaranda Shaker Marca New

Brunswick, model Classic 40.

Para la respectiva lectura de absorbancia de las microplacas usadas en
la medicion de capacidad antioxidante o cantidad de polifenoles, se
utilizé un espectrofotdmetro ultravioleta-visible marca Synergy HT
Biotek.

2.2.1.2 Reactivos
Metanol

Agua destilada
BHT

Acido acético al 1%
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2.2.2 Recoleccion de muestras

En el disefio de los bioestimulantes se emplearon diferentes biomasas tanto

terrestres como acuaticas y un residuo. La descripcion de la procedencia de

estos se detalla en la tabla 2.1:

Tabla 2.1.- Obtencion de materias primas.

Biomasa Procedencia Temperatura Fecha

almacenaje

Mercado Municipal de

Tusa de choclo Bastion Popular de la Ambiente Junio 2022

ciudad de Guayaquil.

Maquita Agro, ubicado
en la av. Honorato
Honorato Vazquez y el
km 26 de la via

Perimetral, en la ciudad

Cascarilla de cacao Ambiente Junio 2022

de Guayaquil, Ecuador.
Procedencia de K.

alvarezii: Sta. Rosa —
Enero / junio

K. alvareziiy U. Peninsula de Sta. Elena 4°C
2022

lactuca Reserva mantenida en
CIBE de estudios
anteriores.

Muestra seca:

Azolla sp. Reserva CIBE Ambiente Junio 2022

Muestra fresca: 4°C

2.2.3 Obtencion de extractos.

Para el proceso de obtencion de extracto acuoso de K. alvarezii se siguio el
protocolo propuesto por Barragan Lucas (2020) registrado como secreto

comercial PI-CIBE-005, mismo que es considerado al 100%.
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Mientras que para la elaboracion del extracto acuoso de U. lactuca se realiz6
de acuerdo con el procedimiento descrito por Ibrahim, Ali, Hemida & Sayed
(2014), el cual primero indica que es necesario lavar el alga con agua potable
y/o destilada para limpiarla de impurezas. Luego esta alga fue homogenizada
en agua destilada (1:1 p/v) a temperatura ambiente, posteriormente es filtrada
y almacenada. Este extracto es considerado como 100% de concentracion.

Para preparar las distintas concentraciones, se utilizé agua destilada.

El protocolo considerado para la elaboracion del extracto acuoso de Azolla sp
es el propuesto por Atteya, Albalawi, Alarmi, Bayomy & Genaidy (2022), el cual
indica el uso de material previamente secado; la Azolla proporcionada para el
presente estudio ya estaba seca, pero en caso de tener material fresco, se
recomienda secar el material en un horno a 70°C durante 48 horas. De este
material se macer6 300 g en 1000 ml de agua destilada, solucién que estuvo
a temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado ese tiempo se filtra con

ayuda de papel filtro. El concentrado aqui obtenido equivale al 100%.

2.2.4 Obtencion de trans zeatina

Previo a la extraccion de trans zeatina, se sec6 en estufa por 5 horas a una
temperatura de 60°C las tusas de maiz, para luego continuar con el protocolo
de extraccion CBE-PROT-BP-039, que indica un proceso de maceracion
durante 24 horas, en ausencia de luz y a una temperatura de -17°C de 5g de
muestra seca, con la adicién de 50 ml una solucién metanol-acido acético
(80:20) y 2 ppm de BHT, solucién que posteriormente es sometida a proceso
de filtrado. El extracto liquido obtenido es colocado en tubos Falcon de 50 ml
y llevadas a centrifugar considerando 5°C, 5000 RPM durante 10 minutos,
concentrando el extracto en un rotavaporador a 50°C y 120 RPM. Este ultimo
paso es importante y necesario, con la finalidad de eliminar cualquier rastro de

alcohol, que pueda ocasionar algun dafio a futuro a las plantulas.
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2.2.5 Obtencion de polifenoles

Con la finalidad de hacer una produccion en la que se aplique la menor
cantidad de reactivos posibles, el procedimiento propuesto por Ricco y otros
(2010) para la obtencion de polifenoles de la cascarilla de cacao fue el
seleccionado para el presente estudio, por lo que como primer paso primero
fue necesario moler la cascarilla hasta obtener una consistencia pulverizada,
luego se mezcla 5 g de la muestra pulverizada con 100 ml de agua destilada,
formando una solucién, misma que fue llevada a ebullicién durante 20 minutos.

Pasado ese tiempo, se dejo enfriar para posteriormente filtrar por gravedad.

2.2.6 Cuantificacion de polifenoles totales: Método Folin - Ciocalteu

Dentro del laboratorio de Bioprocesos y bioproductos del CIBE
constantemente se busca mejorar los protocolos ya establecidos con nuevas
metodologias propuestas en trabajos recientes, por lo que el protocolo de
cuantificacion de polifenoles que se siguidé en este estudio fue el propuesto por
Zhong y otros (2020), dado que a diferencia del procedimiento descrito por
Manzano y otros (2017), este solo requiere 25 yL de muestra, 25 yL del
reactivo Folin al 25%, 200 uL de agua y 25 uL de carbonato de sodio al 10%.
Los puntos de concentracion considerados para la respectiva curva de
calibracion se detallan en la tabla 2.2 (Apéndice B). El tiempo de incubacion
en oscuridad fue de 60 minutos. La medicion de la absorbancia se realiz6 a
765 nm. Los resultados obtenidos se expresan como miligramos equivalentes

de &cido galico por gramo de muestra (mg EAG g™1)

2.2.7 Actividad antioxidante DPPH

Segun la metodologia establecida por Viteri y otros (2021), se midio la
actividad antioxidante por medio de DPPH pasado 30 minutos de incubacion
en oscuridad, a una longitud de onda de 517 nm. Se prepar6 solucion DPPH
a 156 uM y solucion Trolox al 3% o a 1000 uM. Cabe mencionar que dicho

protocolo es el actualmente utilizado dentro del laboratorio de Bioproductos y
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bioprocesos, sin embargo, hasta finalizar este estudio no estaba registrado con
un codigo como tal.
Se considera los puntos (tabla 2.3, apéndice A) para la curva de calibracion.

Los resultados se expresan en mg equivalente a Trolox/g extracto.

2.2.8 Contenido total de flavonoides

El protocolo que se utilizé para la cuantificacion de flavonoides totales fue el
descrito por Avramoca y otros (2017), el cual por medio de un tampoén que
contenia cloruro de aluminio al 10% y acetato de potasio a 1 M se hizo
reaccionar los extractos preparados previamente. El tiempo de incubacion a
temperatura ambiente en oscuridad fue de 30 minutos, la absorbancia fue
medida a 415 nm. El estandar utilizado fue la quercetina. Los resultados
obtenidos se muestran como microgramos equivalentes de catequina/g

extracto.

2.2.9 Elaboracion de productos finales

Para el presente trabajo se elabordé dos productos, mismos que fueron
evaluados en plantulas de banano frente a un producto comercial, el cual fue
considerado como control.

El protocolo que se siguio para la elaboracion del primer producto denominado
“solucién madre”, el cual se deriva de la Azolla sp, K. alvarezii, tusa de maiz y
cascarilla de cacao, sera registrado como secreto comercial.

Para el segundo producto, el cual se denomind “Solucion Ulva”, debido a su
principal componente, se lo elabor6 de acuerdo con el protocolo registrado
como secreto comercial PI-CIBE-005.

El producto que se usdé como control, se lo preparé de acuerdo con las
indicaciones mencionadas en su respectivo envase, 5ml de producto por cada
litro de agua.

Una vez listo los productos, se procedio a medir el pH de cada uno de ellos,

con el fin de garantizar que cumplan los estandares requeridos para
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bioinsumos agricolas (valores entre 5.5 y 6.0) (Fernandez , Sotiropoulos, &

Brown, 2015), y almacenarlos a una temperatura de 4°C.

2.2.10 Evaluacion del efecto de la aplicacion de los dos productos
elaborados a plantulas de banano variedad Williams a nivel
invernadero

Cada tratamiento para evaluarse consta de 45 plantulas, provenientes del
laboratorio de cultivo de tejidos del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas
del Ecuador (CIBE) de la ESPOL, mismas que fueron colocadas en bandejas

germinadoras de plantas y mantenidas a una temperatura de entre 26 a 27°C.

Caracterizacion del sustrato

El sustrato usado fue turba BM 2, el cual esta compuesto de musgo turba de
grano profesional seleccionado y de excelente calidad, perlita de grano grueso,
vermiculita de grano grueso, humectante no idnico, carga inicial especialmente

disefiada con fertilizante de liberacién controlada (Agriexpo, 2022).

Contenido de clorofila

Se determind el contenido de clorofila en unidades CCI con un clorofildbmetro
Opti-Sciences CCM-200 plus, realizando una lectura en la hoja mas grande de
cada plantula en el dia 0, 10, 20, 30 (Barragan Lucas A. D., 2020), esto con el
objetivo de llevar un control de como el contenido de clorofila se iba

comportando con cada uno de los productos.

Altura de plantas y tamaio de raices

Entre las variables consideradas a medir previo la aplicacion de los productos
elaborados y el control, estaba la altura de la planta y el tamafio de raices. Las
mediciones de altura se realizaron al iniciar el ensayo y al dia 30 con apoyo de
un calibrador Vernier, midiendo la planta desde la base hasta el punto mas alto

(KrosAgro, 2021); llevando asi un control previo a resultados finales, de 1modo
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que, se podria ir concluyendo cual producto genera efectos positivos a las
plantulas.

Para obtener un promedio en cuanto al tamano de raices se tomé muestras
del dia 0 y el dia 30, las respectivas medidas se tomaron con ayuda de un
calibrador de Vernier, datos que luego fueron analizados para obtener la tasa

de crecimiento (KrosAgro, 2021).

Capacidad antioxidante y polifenoles en plantulas

Fue necesario tomar muestras de cada tratamiento, para a partir de este, medir
la capacidad antioxidante y cantidad de polifenoles que posee la planta antes
de la aplicacion del producto (Lopez M. & Espinoza M., 1995; Marin Velazquez,
2020).

Esta medicidn se realizé a partir de un extracto metandlico obtenido de las
plantas, mismo que se elabor6 de acuerdo con la metodologia estipulada por
Viteri y otros (2021).

Llegado el dia 30 se vuelve a tomar muestras de cada tratamiento, para la

medicion de actividad antioxidante y cantidad de polifenoles.

Aplicacion de productos

La aplicacién de los productos es de forma foliar, aproximadamente 50 ml. Esta
aplicacion se la hace 1 vez por semana, a excepcion del producto control, el
cual la empresa productora recomienda una aplicaciéon cada 4 semanas
(Barragan Lucas, Van Den Hende, Sanchez - Timm, Astudillo Ochoa, &
Manzano Santana, 2020; AGRIPAC, 2021).

2.2.11 Analisis estadistico

Para el respectivo analisis estadistico se utilizd el software R i386 4.1.2.
Considerando un disefio experimental completamente al azar, de 3
tratamientos, conformados de 40 unidades experimentales. Evaluando la
distribucion normal de datos a través de la prueba Shapiro-Wilk y analisis de
varianza por medio de prueba Tukey. Para determinar homogeneidad de
varianza se hizo por medio de la prueba ANOVA y en caso de que falle la
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homogeneidad se usé la prueba Welch F-test., debido a que se considerd
trabajar con la diferencia que se generd de los resultados de las variables entre
el dia 0 y el dia 30.

2.2.12 Determinacién de % de mortalidad y supervivencia

Para calcular la mortalidad se utilizd el modelo logaritmico (Lieberman &
Lieberman, 1987; Sheil, Burslem, & Alder, 1995; Condit, y otros, 1999;
Hoshino, Nishimura, & Yamamoto, 2002; Marin Castro, Nygard, Gonzales
Rivas, & Oden, 2005), considerando un periodo de 30 dias, aplicando la

ecuacion 3.1

_ InNo-InNf
m=——

(3.1)

m= mortalidad, expresada en %

In= Logaritmo natural

No= Numero de ejemplares al inicio del estudio

Nf= Numero de ejemplares sobrevivientes al final del estudio

t= Periodo que dura el ensayo

Para el porcentaje de supervivencia se realiz6 una relacion porcentual entre
plantas al inicio y plantas vivas encontradas al momento de toma de datos

(Aguirre Mendoza, Gaona Ochoa, & Carrion Gonzalez, 2019).
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3
3.1

CAPITULO 3

RESULTADOS Y ANALISIS

Caracterizaciéon quimica de bioestimulantes
Una vez elaborado los productos y con el fin de definir algunas de las propiedades

que estos pueden ofrecer, se midid la actividad antioxidante DPPH, asi como la
cantidad total de polifenoles y flavonoides.

Para corroborar que los bioestimulantes sean apropiados para una aplicacion foliar
en plantulas fue necesario medir el pH de cada uno de ellos, por lo que al producto
denominado solucién madre, se le registrd un valor de pH que estaba entre 5 y 6,
valores que entran en el rango permitido para productos de esta indole (5.0 a 6.5)
segun lo recomendado por Fernandez y otros (2015), mientras que el producto
denominado “soluciéon Ulva” posee un pH de 6 y el producto comercial alcanza un
valor de 7.

El contenido de polifenoles obtenidos de la cascarilla de cacao fue de 162.0 + 4.67
mg GAEQ/g, valor que supera a los descritos por Manzano y otros (2017) 6.04 £ 0.12
mg GAE/g y Castro y otros (2016) quienes reportaron un valor de 5.39 + 0.26 g
GAE/100 g.

El contenido de polifenoles y flavonoides, junto con la capacidad antioxidante de las
tres soluciones se resumen en la tabla 3.1, la solucion ulva a pesar de ser una
solucion que contiene extracto de ulva solo en un 10%, supera en TPC al valor
reportado por CAF y otros (2015) 1.52 £ 029 y al de Pangestuti y otros (2021) 9.82 +
0.32 GAE mg/g, ambos trabajos indicaron que el solvente utilizado también habia
sido agua. Para el DPPH se obtuvo un valor un poco mayor que el reportado por Abd
El-Baky (2008) 18.70 ug/ml, y cercano al registrado por Khairy y otros (2015) 19.8
pg/ml. Finalmente, el TFC de nuestra solucion supera al registrado por Pangestuti y
otros (2021) 6.5 + 0.47 QE mg/qg.
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Tabla 3.1.- Valores de DPPH, polifenoles y flavonoides de "Solucion madre", “Solucién
Ulva” y “Solucién comercial”.

Solucién DPPH (pmol Contenido Flavonoides (mg
Trolox/g) polifenoles QEq/g)
(mg EAG/g)
Solucién madre 477.33 £25.98 737.89 + 10.64 236.78 + 79.65
Solucion Ulva 20.34+7.5 102.44 + 1.47 19.34 + 2.68
10%
Solucion 18.38£9.0 227.04 +1.16 31.44 £3.92
comercial

3.2 Evaluacion de bioestimualntes en plantulas
3.2.1 Altura de plantulas

Altura promedio dia 0 y dia 30

45.00
40.00
35.00
30.00
£ 25.00
€ 20.00
15.00
10.00
5.00
0.00
T1 TS5 T7
B ALT. PROM. DO 20.54 2236 19.33
B ALT. PROM. D30 41.68 37.32 31.19

EALT. PROM. DO W ALT. PROM. D30

Figura 3.1.- Altura promedio plantulas dia 0 y dia 30

Como es posible observar en la figura 3.1, llegado el dia 30 se observé una
notoria diferencia de altura de plantulas, siendo las correspondientes al
tratamiento 1 o solucion madre las que destacaron alcanzando una altura
promedio de 41.68 mm, las plantulas de este tratamiento tuvieron una tasa de
crecimiento de 70.22%, diferendo en un 34.80% y 37.94% a la solucion ulva y la

solucion control, mismas que tuvieron tasas de crecimiento de 49.40% y 47.82%
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respectivamente. En la tabla 3.2 se observa el diferencial promedio de las alturas,
mismas que poseen diferencias significativas (p<0.05, n=40) el cual fue
determinado por medio del analisis de varianza y prueba Tukey para clasificar a
los respectivos grupos homogéneos con un nivel de significancia de 0.95. Para
una fase de aclimatacion Mora y otros (2021) en su estudio de la aplicacion de
Trichoderma ghanense, micorrizas arbusculares y un biofertilizante a plantulas de
la misma variedad del presente trabajo, reportaron un incremento de hasta 29.6%
de altura del mejor tratamiento. Ewane y otros (2019) en su evaluacién del efecto
del polvo de conchas de almejas al 1% sobre plantulas PIF de platano en
condicion de vivero, obtuvieron un crecimiento de hasta un 32% mas alto que las

plantulas correspondientes al control.

Tabla 3.2.- Diferencial promedio de alturas de plantulas por cada solucion.

TRATAMIENTO PROMEDIO SD VALOR FINAL %
crecimiento
Solucién madre 21.91 12.31 21.91 £12.31¢ 70.22
Solucioén ulva 15.10 8.03 15.10 + 8.03 49.40

Solucion comercial 10.97 6.13 10.97 + 6.14% 47.82

3.2.2 indice de contenido de clorofila

La grafica 3.2 resume lo sucedido durante 30 dias en la clorofila, donde
evidentemente se observa un incremento de esta hasta el final del estudio, el
apéndice _ muestra esta variante mas a detalle. De acuerdo con la tabla 3.3, el
tratamiento en el cual se aplicé la solucion madre aumento hasta en un 29.55% el

indice de clorofila.

Tabla 3.3.- Diferencial promedio de contenido de clorofila dia 0 y dia 30.

TRATAMIENTO PROMEDIO SD VALOR FINAL % aumento
clorofila
Solucién madre 10.82 2.78 10.82 £ 2.78°¢ 29.55%
Solucién ulva 9.25 2.80 9.25 +2.80° 25.28%
Solucién comercial 5.76 2.41 5.76 + 2.41¢ 26.80%
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Clorofila promedio dia 0 y dia 30

18.000 15.575
16.000
14.000 12.710
o 12.000 10.328
2 10.000
8.000 6.710 T
6.000 :
4.000 2.288
2.000
0.000
T1 T5 T7
[ Promedio DO 6.710 5.128 2.288
B Promedio D30 15.575 12.710 10.328

M Promedio DO @ Promedio D30

Figura 3.2.- indice de clorofila promedio dia 0 y dia 30.

3.2.3 Tamano de raices

Completado el dia 30 de esta fase del ensayo, se obtuvieron medidas promedio
de las raices de cada tratamiento, resultando las raices del tratamiento con
solucion madre los que registraron mayor crecimiento, la grafica 3.3 muestra el
comportamiento de las raices frente al dia 0 y al dia 30. Para el primer tratamiento
se obtuvo un promedio de 6.40 + 2.45 cm valor, mientras que para el segundo
tratamiento un promedio de 5.75 + 1.62 cm y finalmente para el tratamiento
comercial se registré un promedio de 4.77 £ 1.43 cm, el valor del primer

tratamiento difiere en un 34.17% del comercial y en un 11.30% de la solucién ulva.

En el ensayo de Cedeno y otros (2021), quienes usaron un producto hecho a base
de extracto de algas marinas noruegas Ascophyllum nodosum, frente a otro que
tenia compuestos quimicos, los resultados de la longitud de biomasa radicular
fueron mayores en el tratamiento usado con extracto de algas obteniendo un valor
de 37.04 cm, el cual representaba hasta un 12.82% mayor al tratamiento con

insumo quimico.

Barragan Lucas (2020) en su trabajo indica no haber afectacién positiva de las
distintas concentraciones de extracto de alga Kappaphycus alvarezii sobre el

largo de raices, sin embargo, ostenta el incremento que hubo en raices

30



ramificadas, comportamiento que se le atribuye a la absorcion de nutrientes
(Khan, y otros, 2009).

Crecimiento de raices

Tamafio {cm)

Solucién Solucién Solucién
Madre Ulva Control

mDIAO mDIA30

Figura 3.3.- Crecimiento promedio de raices dia 0 y dia 30.

3.2.4 Capacidad antioxidante DPPH y flavonoides en plantulas

En la tabla 3.4 resume los resultados conseguidos de los ensayos realizados a los
extractos de cada uno de los tratamientos en los distintos dias, siendo menor al
resultado obtenidos de Hernandez Uribe (2018), quien report6 3.41 + 0.53 mM/mg
del extracto etanoico de hojas de Musa cavendishii Lamb. Por otra parte, Jaime
Carvajal y Contreras Eras (2019), en su estudio de la relacion entre la
concentracion de flavonoides y el empleo de biofertilizantes en banano Musa
paradisiaca L. plantados en invernadero, reportaron a los 60 dias un incremento
de flavonoides totales hasta de 11.63 + 0.5 mg EC/g, considerando como estandar

la catequina.

Usando como estandar Trolox para la medicién de la capacidad antioxidante
DPPH, Marin Velazquez (2020) en su analisis de extractos acuosos de Musa
acuminata Cavendish obtuvo un IC50 de 81.95 ug/ml y polifenoles totales de
5.7811 uGAE/g de extracto, concluyendo que el extracto liofilizado de Musa

Cavendish tiene polifenoles, pero una templada actividad antioxidante.
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Tabla 3.4.- Valores capacidad antioxidante DPPH y flavonoides de plantulas dia 0 y dia
30.

Tratamiento Dia DPPH (pmol Trolox/g) Flavonoides (ng QEq/g)

Solucién madre Dia 0 105.85 £ 0.91 23054.06 + 22.93
Soluciéon madre Dia 30 182.79 £ 0.24 29722.85 + 5.67
Solucion Ulva 10% Dia 51.50 + 10.00 11813.40 £ 2.68
0
Solucion Ulva 10% Dia 152.61 £ 0.09 14076.00 + 14.23
30
Solucién comercial 44.02 +5.94 5737.04 + 8.61
Dia 0
Solucién comercial 164.08 £ 0.90 15315.26 £ 15.20
Dia 30

3.3 Tasa de mortalidad y supervivencia de plantulas a los 30 dias.
La tabla 3.5 muestra que las plantulas a las cuales se les colocé la solucidn

comercial al llegar al dia 30 presentaron mortalidad del 3.51%, mientras que las
plantulas que fueron expuestas a la solucion ulva mostraron 0% de mortalidad y
100% supervivencia, en el caso del tratamiento con solucién madre, solo se
registro deceso de un ejemplar, por lo que el porcentaje de mortalidad fue de
0.844.

Tabla 3.5.- Mortalidad y sobrevivencia de plantulas expuestas a distintos tratamientos
durante 30 dias.

Individuos al Individuos al
Tratamiento % supervivencia % mortalidad
inicio final
Solucion madre 40 39 97.5 0.84
Solucién Ulva 40 40 100 0

Solucion

. 40 36 90 3.51
comercial
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3.4 Bioinsumo organico que contenga ademas de fitohormonas, polifenoles.

La elaboracion y producciéon de insumos agricolas a partir de fuentes naturales,
especialmente algas, ya viene realizandose hace muchos afios atras, un ejemplo en
el mercado agricola ecuatoriano es el producto Kelpak de la empresa Agripac, el cual
tiene como componente activo extracto de alga marina Ecklonia maxima en un
34.26%, la cual equivale en actividad biologica a 11.0 ppm de auxinas, 0.03 ppm de
citoquininas, 4.0 ppm de poliaminas y 0.95 ppm de phlorotaninns (Agripac, 2021).
Los estudios de nuevos bioproductos hechos a base algas marinas en el pais cada
vez se incrementan con el fin de potenciar la actividad de maricultura en los distintos
poblados del Litoral donde el cultivo de algas ha empezado a ser una fuente de
ingresos econdmicos, trabajos como el de Barragan y otros (2020) usando extracto
acuoso de kappaphycus alvarezii, en la germinacion de semillas de arroz, se obtuvo
un mejoramiento significativo en el crecimiento de brotes de semillas, ademas de un
incremento de raices ramificadas, en el rendimiento del grano, ademas del contenido
de nutrientes.

Cedeno Garcia (2021) quienes evaluaron la efectividad de un bioestimulante hecho
a base de Ascophyllum nodosum, en conjunto con un producto de fertilizacién
quimica en plantulas de banano en fase vivero, obteniendo que el tratamiento
correspondiente al bioestimulante + fertilizacién quimica incrementd hasta en un
14.80% el area foliar, en un 11.22% la masa seca y en un 7.56% el indice de calidad
de Dickson.

En su investigacion del efecto del extracto de Azolla sobre Pisum Sativum, Bindhu
(2013) report6 que el extracto a una concentracion de 20% era capaz de promover
el crecimiento de plantulas en términos de largo de brotes, longitud de raices, peso
fresco y seco.

Sin embargo, de todos los estudios revisados existe una deficiencia de aquellos que
mencionen polifenoles en aplicaciones agricolas, uno de los pocos encontrados fue
el de Leyton y Vaisman (2021), las cuales elaboraron un extracto de hojas de bayas,
el mismo que no solo posee polifenoles 8,41 g/L, flavonas y flavonoles, sino también
nutrientes y micronutrientes. Como resultado se obtiene un incremento de peso

fresco, peso seco, materia seca, clorofila hasta un 130% mayor que usando
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Ascophyllum nodosum, y rendimiento de cultivos hasta en un 17%, ademas al tratar
frutas con dicho producto, estas mostraron un menor dano por insolacion o exceso
de sol.

Con todo lo anteriormente expuesto, el presente proyecto en primer lugar es
viablemente econdmicamente partiendo desde la recoleccion de materia prima,
debido a que lo unico que se debera cubrir son gastos de movilizacion, gracias a los
proveedores que se contacté previamente para solicitar las distintas biomasas
marinas y residuales, ya que, si consideramos adquirir en forma de compra/venta
cada una de las materias primas, los gastos economicos serian mayores. Luego esta
la fase de elaboracion de productos, dado que no se requiere de quimicos dificiles
de encontrar en el mercado, haciendo que esta sea factible.

Una evaluacion de los productos en plantas en una fase mas desarrollada y
expuestos a otro tipo de ambiente, el cual se asemeje a campo natural de
plantaciones ya sea de banano u otro tipo de cultivo, permitira reiterar los resultados
obtenidos en el presente estudio y con ello garantizar que el producto nuevo que se
quiera ofertar al mercado agricola ecuatoriano no ha perdido las propiedades que se
le atribuyeron con los primeros resultados obtenidos.

Hace 10 anos en Ecuador la agricultura organica ha ido creciendo (Agrocalidad,
2022), por lo que la aplicacion de un producto de este tipo, podria ayudar a mejorar
el rendimiento de cultivos sin perder la caracteristica de organico, ademas de
beneficiar econdmicamente a ambas partes, por un lado se ayuda a agilizar ventas
dentro de pequefios o grandes productores y por el otro lado, dado que no es un
producto que requiera grandes procesos industriales en su elaboracion, los gastos
de produccion son relativamente bajos, por lo que al hacer un coste de un valor
aproximado de venta al publica este no deberia ser alto, en comparacion a otros

productos comerciales de la misma gama.
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CAPITULO 4

4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
Luego de los respectivos analisis a las pruebas realizadas tanto fisicoquimicas a
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productos y plantulas, asi como datos obtenidos de la evaluacion a las plantulas

durante los 30 dias con la aplicacion de los 2 bioestimulantes organicos y uno

comercial, se tuvo las siguientes conclusiones:

La caracterizacidén quimica realizada tanto a SM como a SU, demostré que
la primera solucién presentaba los valores mas altos en cuanto a capacidad
antioxidante, como contenido total de polifenoles y flavonoides, por lo que
previo a la aplicacion de esta solucion a las plantulas ya se esperaba que
este tratamiento evolucione de mejor forma que los otros dos, debido al alto
contenido de polifenoles en esta solucion los cuales se le atribuyen a los
polifenoles otorgados por la cascarilla de cacao; fueron las variables fisicas
y las pruebas estadisticas quienes confirmaron nuestro primer supuesto.
Con respecto al primer objetivo especifico, los distintos métodos de
extraccién seleccionados garantizan una reduccion de costos en la fase de
elaboracion, debido a la casi nula presencia de reactivos quimicos en cada
uno de los procesos aplicados.

Debido a la limitacion con el tiempo en el cual el proyecto fue ejecutado, no
fue posible completar al 100% el tercer objetivo especifico, especialmente la
seccion de caracterizacion por medio de métodos electroforéticos, dado que
la parte de métodos espectroscédpicos ocupd parte de tiempo, debido a que
las muestras analizadas ciertas veces no entraban en la curva, por lo que fue
necesario diluirlas o concentrarlas, dependiendo la situacion.

Las fitohormonas presentes en el extracto de Kappaphycus alvarezii como el
acido indolacético y acido giberélico, combinadas con la trans zeatina de la
tusa de maiz, polifenoles de la cascarilla de cacao y los distintos nutrientes
que posee la Azolla sp., hacen de la solucién madre un compuesto que
ademas de promover el crecimiento de plantulas, se promueve también en

crecimiento radicular, logrando incrementar la capacidad antioxidante en
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plantas protegiéndolas de los efectos negativos que causan los radicales

libres de modo que se garantiza un mejor rendimiento de cultivos debido a la

baja tasa de mortalidad que ocasiona en cultivos en relacion a un producto

comercial.

4.2 Recomendaciones
Como recomendaciones a futuro siguiendo la linea de la presente investigacion

tenemos:

Debido a que de los dos insumos organicos se obtuvo buenos resultados
en comparacion al producto comercial, ademas de las diferencias
significativas, se recomendaria por medio de una cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG - EM) identificar aquellos
compuestos bioactivos presentes en ambas soluciones.

Evaluar los efectos en plantulas a diferentes concentraciones de las
soluciones preparadas con el fin de optimizar el rendimiento a gran escala
de estos insumos.

Considerando el punto anterior, realizar un tamiz de los biorpoductos con
los mejores resultados, de modo que sean estimados para un nuevo
ensayo en el cual las condiciones del ambiente no sean controladas
(pasar de etapa invernadero a vivero).

Incluir un estudio in vivo de cada uno de los tratamientos, con el objetivo
de analizar el comportamiento de tanto los tejidos como células de las
plantulas frente a cada uno de los bioproductos

Repetir el ensayo considerando como control un tratamiento con agua y
como testigo un producto comercial, el cual puede ser el mismo u otro de

los existentes el mercado.
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Tabla 2.3.- Curva de calibracion DPPH (Viteri, Giordano, Montenegro, & Zacconi,

120

100

80

60

abs.

40

20

APENDICE A

2021).
V (UL) de metanol Vol. Sol. Madre Concent. Final (uL)
(uL)
10 990 1000
20 980 1000
40 960 1000
60 940 1000
80 920 1000
100 900 1000
125 875 1000
150 850 1000
175 825 1000
200 800 1000
250 750 1000
Curva calibracion DPPH
‘
e y =0.403x - 2.911
ey R?=0.9948
e
..
[ Y
50 100 150 200 250 300

Concentracién

Apéndice 1.- Curva calibracién DPPH.
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APENDICE B
Tabla 2.0.1.- Curva de calibracién Folin — Ciocalteu (Zhong, y otros, 2020).

V (ML) de Sol. Madre  Vol. Metanol (uL) Concent. Final (uL)

10 990 1000
20 980 1000
40 960 1000
60 940 1000
80 920 1000
100 900 1000
125 875 1000
150 850 1000
175 825 1000
200 800 1000
250 750 1000

Curva calibracion Polifenoles

1.4
12 y =0.0048x - 0.0133
R?=0.9948 .-
1 ,
0.8 -
o Q.-
o)
© o’
0.6
o .
0.4 o ®
-"...
0.2 L o
o"."
0
0 50 100 150 200 250 300

Concentracién

Apéndice 2.- Curva calibracién polifenoles.
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APENDICE C

Tabla 2.0.2.- Curva de calibracién de catequina (Avramova, y otros, 2017)

V (UL) de metanol Vol. Sol. Madre Concent. Final (uL)
(ML)
10 990 1000
20 980 1000
40 960 1000
60 940 1000
80 920 1000
100 900 1000
125 875 1000
150 850 1000
175 825 1000
200 800 1000
250 750 1000

Curva de calibracion Flavonoides

0.8
0.7 y = 0.0029x + 0.0248 /
06 R2=0.9925
0.5 /

204 2

©

0.3 S
0.2 /
0.1 ‘/y

O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentracion

Apéndice 3.- Curva calibracién flavonoides
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APENDICE D

DIA D DIA 10 DIA 20 DIA 30

TAMAHO| CLOROFI| TAMANO| CLORODFI| TAMAND| CLOROFI| TAMAND| CLOROFI
012 134 3213 1.2 B3.21 141 FE.2 20.1
2008 41 2204 8.7 271 115 261 13
20108 5 22104 124 309 HE 3313 155
24109 107 iz 121 2514 138 29.15 15
19.04 7 3313 n 45 13 116 45,14 254
P 241 103 N 111 2313 136 3514 14.3
19.07 £.3 13.09 85 261 9 251 134
L 1205 {3 30,12 ) 2312 133 45 12 133
1908 5.6 2109 8 .14 07 4016 134
A 1207 1 281 54 042 84 2314 17
1605 8.7 2108 e 3213 e 4317 177
N 19.08 3 2308 5 3716 143 15 15,4
13.05 24 3213 9.2 44 16 133 £7.23 15.2
T 17.07 7.8 13.08 3. 29.1 121 3213 123
22004 125 312 12.2 3313 152 3615 1.4
3414 4.3 45,13 8.7 TE 173 £0.24 13.4
A 13.05 12 231 85 2815 89 4819 24
502 13 20,08 3 2108 13 i 132
S 1707 5.4 1z 125 4417 153 4.2 20,3
2012 102 2915 103 44 12 133 4718 5.5
17.07 25 2308 3 2309 43 i F.&
1207 107 2408 148 3313 132 4317 14.5
T 1605 £.3 3012 345 3315 G 4219 15 4
1207 2 0.2 17 2614 131 415 15.3
1 19.07 13 20,08 14 6.1 45 261 1
2812 103 a2 125 a2 15.1 3514 157
2108 107 261 1.2 4016 12 4317 20.1
14,05 22 2912 8.2 2412 132 3514 15.3
2108 7.2 3313 8.2 4116 49 4519 155
1207 27 2108 8.3 261 e 012 111
.14 7.4 36,14 8.3 4317 153 Bil.2 15.3
2304 3 2413 8 0.1z 47 85.33 204
2303 5.4 3815 K Ro2? 137 £0.24 13.4

2012 12 iz B.7[M.A h.A 0 A
24109 £.4 30,12 85 3614 105 39.15 1k
20108 7.2 2912 93 2316 104 44 17 137
261 8.3 2214 9k 2514 07 .14 127
231 5.3 3213 7. 44 17 13 FE 13
1205 12 26.1 141 45,13 147 BE.22 131

Apéndice 4.- Valores de registrados de altura de plantas y cantidad de clorofila

para plantulas con SM.
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APENDICE E

TAMARD| CLOROFI TAMARD| CLOROFI TAMARD| CLOROFI TAMARO| CLOROFI

17108 12 23 F4 23.09 3 23048 g2

0,12 14 T g 29,96 121 4217 1.2

2203 5.3 32 75 3413 8.8 29,06 1E

1207 12 19.06 3.3 19.08 35 an 41

403 47 15.0 73 261 13 X 134

241 B.7 2.1 7.2 27 75 44 e

P 1506 14 23.09 67 25 124 2611 127
20,12 2.4 32 28 35.14 a1 35,14 115

L 4 B 16.06 a1 251 12.2 281 201
22 3 3012 a7 40,16 14.2 4418 185

A 1205 23 12.08 35 22.09 BT 26 7
2403 5.3 2912 a5 3213 0.8 K] 1

N 1207 B2 251 B5 2611 95 24 127
22 £ 2204 £.7 2912 8.2 a0z 116

T 1603 £.4 13 £.4 24.11 98 2912 111
19.07 7.3 5 13.2 2614 134 4016 165

23 45 2811 7.4 2912 8.2 2313 a5

A 241 7.2 271 8.8 28 10.3 35.14 114
2 £.3 34.16 a1 4217 95 45 18 122

) 2309 FE 25 a5 713 114 K2 121
261 4 2611 98 28 106 2311 118

1207 42 23.09 B4 29,12 3 34 03

271 43 28 85 35.14 1.3 2906 113

T A 15 3706 14.2 4417 15.2 4819 155
281 45 281 a4 2811 87 32 04

5 241 7 3012 0.3 25 124 2815 15.1
13 15 2105 13 2711 41 e 115

7 45 2.1 7.2 35.14 41 3614 R

1506 £.5 22049 95 251 0.3 K 137

22 3 2209 85 4116 9k 4417 115

231 R 211 g4 3313 £7 #H 21

2309 B2 an 9.3 4213 111 722 134

2204 26 23 98 24.09 06 281 11

251 7.4 X 111 385 126 ED 132

1207 9 20 174 4116 174 4317 228

35 34 3514 1.3 4015 196 4317 228

28 B 2413 65 74 124 4317 13

13 105 261 124 27 124 KRR 145

23 75 3203 93 3313 0.2 KRR 1.2

26 2.3 2711 6.2 EIRE 8k 2212 98

Apéndice 5.- Valores de altura de plantas y cantidad de clorofila T5, [Mite, 2022]
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APENDICE F

DIAD | (DA 10 | EE DIA 30
TAMAHNO| CLOROFI| TAMANRO| CLOROFI| TAMARO| CLOROFI TAMANRD| CLOROFI
12,95 2 15.06 24 251 35 1 47
13.05 21 15.06 27 12.07| M& 27[n.a
21 13 2103 25 2511 5.3 3012 £.2
12.07 34 241 43 2711 51 29 7
17.07 12 22 24 241 F.2 271 13
26 35[ma MA, M, MA, hL&, M2
P 2309 14 2309 42 27 10.3 29.11 125
20 18 20.08 45 2711 17 2811 17.4
L 13.05 17 13.05 25 15.05 43 23 3
14.05 18 15.06 25 2309 38 32 B7
A 21 12 2811 3 2711 44 2811 43
2006 24 28 T MA, hLA, ML.&,
N 21 44 241 36 261 8.3 261 12.3
16 38 2209 53 2711 7 3313 85
T 22 14 2409 ) 2811 7.2 3614 8.4
3012 12 a2 3 3715 7.2 41 9.2
2008 44 21 a8 2711 114 2811 15
A 25 17 20.08 31 220 2.4 261 7E
21 12 25.1 51 Az B8 35,14 14.1
) 2003 15 22 12 251 a4 281 74
1706 4 23 53 Az £ e 71
2N 28 01z f.4 213 a8 a7 4 14.5
15 16 01z a2 Az 36 3313 q
T 2N 15 281 a8 a715 115 40,16 12.3
22 3 3313 106 a0z 121 3414 14.2
7 25.1 22 26 98 271 121 EIRE 145
20 34 3012 54 I6.14 a7 3615 14.1
I 14 210 27 I6.14 KX 3715 36
13 3 2204 3 261 95 301z 0
2N 15 21.0% 24 21 41 312 10.5
22 4 271 43 Az 94 35.14 12
26 1 281 25 KRR 51 3614 14
11.05 14 16.06 17 20 45 2209 48
I 2 271 A M, M, M8, M2,
12 14 2012 a8 3213 87 3715 88
20 12 2108 12 012 12.2 012 205
1 13 231 17 19.08 3.3 19.08 )
20 14 2208 13 2309 126 012 15.4
22 25 23009 3 3412 9.3 35,14 10
12.03 14 27 7 3614 BE 4015 14.2

Apéndice 6.- Valores de altura de plantas, cantidad de clorofila T7, [Mite, 2022]
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Tratamientos

Solucion madre
100%

Solucion Ulva
10%

Solucioén
comercial

APENDICE G

Efecto de la aplicacién de bioestimulantes sobre plantulas de banano

Flavonoides totales/dias Actividad
Enraizamiento ug QE/g PS- Desv Stan Clorofila Altura planta Antioxidante DPPH Polifenoles totales/dia
(cm)/dias 9 9 (ICC) cm (umol EqTrolox/g p.s)- mg GAE/g PS a ug
Desv.Standar
0 30 60 0 30 60 0 30 0 30 0 30 0 30
871.44 + 1427.00 602.56 +
1.7 64 55 1117 4 320 6710 15575 2054 4.277 105.84 + 182.78 + 762.38 + 427.69 +
1.23 1.29 3.74 9.18
9.02
27 57 81 61033+ 16‘(‘)99'%2 t 452'582 28 12710 2045 3719 5149%  15260% 67190  317.48+
777 : : : . ) . 1.53 1.60 3.28 0.62
40 37 64 69033+ 111478+ 31867+ 2288 10308 1030 a4z 4401%  16407% oo 99231
8.08 7.31 2.31 ) : ) : 2.50 1.40 U 4.18
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APENDICE H

Caracterizacion quimica de productos y plantulas

Apéndice 8.- Ensayo DPPH a bioproductos y extractos metandlicos de
plantulas.
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Apéndice 9.- Cuantificacion de polifenoles totales a bioproductos y extractos de
plantulas.

Apéndice 1.- Cuantificaciéon de flavonoides totales a bioproductos y
extractos de plantulas.
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